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UTR neprevajajoča se regija 
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1 UVOD 
Celice v organizmu lahko v grobem razdelimo na somatske in zarodne. Somatske celice 
predstavljajo vse tipe celic v telesu, od epidermalnih in mišičnih vse do krvnih celic, z izjemo 
spolnih, ki izvirajo iz zarodnih celic. Linija zarodnih celic se od somatskih loči v zgodnjem 
embrionalnem razvoju z nastankom izvornih zarodnih celic. Te migrirajo do mesta nastanka 
gonad, kjer diferencirajo v zarodne matične celice, gametogonije. Nadaljnji razvoj 
gametogonijev vodi v nastanek jajčec pri ženskih osebkih in spermijev pri moških (Braat in 
sod., 1999). Prisotnost v gonadah osebkov tekom celotnega življenja, njihova sposobnost 
samoobnavljanja in zmožnost diferenciacije v gamete, daje gametogonijem širok spekter 
uporabe. Najpogosteje se izolirane spermatogonije in oogonije najprej namnoži v in vitro 
celični kulturi in nato uporabi za transplantacijo ali krioprezervacijo (Poursaeid in sod., 2020). 
 
Uporaba zarodnih celic za hitro in učinkovito razmnoževanje ima velik potencial pri 
akvakulturi, predvsem pri gojenju rib. Človek zaradi vedno večje potrebe po beljakovinah v 
prehrani posega v naravne populacije rib z intenzivnim ribolovom. Veliki posegi v vodne 
ekosisteme in onesnaženje okolja imajo negativen vpliv na številčnost ribjih populacij kar 
povzroča ogroženost številnih ribjih vrst. Številčnost naravne populacije rib se ohranja in 
uravnava z gojenjem in vnosom v naravno okolje. Gojenje rib velja za eno najbolj učinkovitih 
metod pridelave kakovostnih beljakovin za prehrano ljudi, ki ima majhen vpliv na okolje in 
zmanjša učinek množičnega ribolova (Tidwell in Bright, 2018). Zaradi prekomernega izlova 
je marsikatera tako sladkovodna kot morska vrsta rib ogrožena. Zarodne celice lahko 
uporabimo za ohranjanje ogroženih vrst in gojenje rib za prehranske namene, saj s 
transplantacijo povečamo produkcijo spermijev in jajčec, s čimer je olajšana ter pospešena 
reprodukcija rib. Pomembna uporaba zarodnih celic je tudi shranjevanje genetskega materiala 
raznolikih ribjih vrst, za možnost repopulacije ogroženih vrst in ohranjanja biotske pestrosti. 
Metoda za uspešno shranjevanje moškega in ženskega ribjega genoma je krioprezervacija 
spermatogonijev in oogonijev. 
 
Velik potencial pri uporabi zarodnih celic ima potočna postrv (Salmo trutta), sladkovodna 
vrsta rib, ki je splošno razširjena v Sloveniji in Evropi. Po hrbtu je olivno zelene do rjave 
barve s temnimi pikami, ki so na bokih lahko tudi rdeče barve, obkrožene z belo, trebušni del 
pa je belkast. Hrani se predvsem s talno hrano in vodnimi žuželkami, večje ribe so ribojede. 
V naravi zraste do 50 cm in tehta do 2 kg, ob dobri oskrbi s hrano in ugodni temperaturi vode 
tudi do 1 m in več kot 13 kg. Potočne postrvi spolno dozorijo pri starosti dveh let in se drstijo 
od oktobra do februarja. Potočna postrv je zelo občutljiva na onesnaženje vode in regulacijo, 
kjer se spreminja vodostaj reke, saj presihanje pozimi in prekomerno segrevanje vode poleti 
negativno vplivajo na populacijo postrvi. Poleg okoljskih dejavnikov jo ogroža tudi vnos 
tujerodne linije atlantske postrvi, s katero se je križala. Dandanes so populacije s čisto 
domorodno linijo potočne postrvi po Evropi zelo redke in so predmet ohranjanja in 
repopulacijskih načrtov (RD Brežice, 2020; RD Tolmin, 2020; RD Žiri, 2020). 
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1.1 CILJ 
Cilj diplomske naloge je predstaviti zarodne matične celice spermatogonije in oogonije pri 
postrvi. S pomočjo pregleda literature bomo proučili razvoj zarodnih celic, primernost za in 
vitro gojenje in možnosti njihove nadaljnje uporabe. V praktičnem delu bomo iz gonad 
potočnih postrvi izolirali populacijo spermatogonijev in oogonijev, jih ločili od ostalih celic in 
ostankov tkiva ter poskusili vzpostaviti celično kulturo.  
1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
Dobro prečiščene zarodne matične celice se bodo v ustreznem gojišču in ob primernih 
pogojih delile. 
2 PREGLED LITERATURE 
2.1 ZARODNE CELICE 
V zgodnjem embrionalnem razvoju se od somatskih celic, ki gradijo vsa tkiva organizma, loči 
linija zarodnih celic, imenovana izvorne zarodne celice. Zarodne celice imajo edine 
sposobnost delitve z mejozo, pri čemer nastanejo haploidne reprodukcijske celice, imenovane 
gamete, to so spermiji in jajčne celice, ki prenašajo genetski material iz ene generacije v 
drugo (Braat in sod., 1999). Morfološko se PGC od somatskih celic ločijo po velikosti, saj 
merijo 10–20 µm, njihova jedra pa 6–10 µm ter imajo razločno jedrno membrano z enim ali 
dvema dobro vidnima jedrcema (Braat in sod., 1999; Seydoux in sod., 1996). Strukturno se 
ločijo po vsebnosti zarodne plazme, ki je prisotna pri vseh tipih zarodnih celic, tako pri PGC 
kot pri oogonijih, oocitah, spermatogonijih, spermatocitah in spermatidah (Braat in sod., 
1999). Ločitev somatskih in zarodnih celic je možno opaziti že med gastrulacijo, kar časovno 
sovpada z nastankom zarodne plazme (Gamo, 1961). 
 
Zarodna plazma (angl.: germplasm) je citoplazemska inkluzija maternalnega izvora, 
sestavljena iz specifičnih proteinov in RNA molekul, ki z uravnavanjem specifičnih 
transkripcij in translacij vplivajo na diferenciacijo ter determinacijo PGC, kar je ključno za 
razvoj zarodnih celic (Seydoux in sod., 1996). Maternalno sintetizirane komponente se v 2-4 
celičnih zarodkih asimetrično razporedijo in tako oblikujejo zarodno plazmo, ki jo privzamejo 
zarodne celice, preostale celice ostanejo somatske (Wylie, 1999). Pri 32-celični fazi zarodno 
plazmo vsebujejo 4 celice, ki bodo kasneje postale PGC. Na mestu bodočih gonad se 24 ur po 
oploditvi nahaja med 25 in 50 PGC (Blaser in sod., 2005; Braat in sod., 1999; Houwing in 
sod., 2007). Stromo gonad naseli zelo majhno število PGC, zato se pred diferenciacijo PGC 
večkrat delijo (Sawatari in sod., 2007). Ena pomembnejših komponent zarodne plazme je 
transkript gena vasa, ki kodira od ATP odvisno RNA helikazo iz družine DEAD box 
proteinov. Točna funkcija gena še ni znana, vendar zaradi specifičnega izražanja služi kot 
molekulski marker za detekcijo zarodnih celic. Potomci ženskih osebkov z mutacijo na genu 
vasa so sterilni, brez PGC (Yoshizaki in sod., 2002). Vpliv na viabilnost in migracijo PGC so 
s pomočjo utišanja genov ugotovili tudi za transkripte genov nanos3, dead end, sdf1 in cxcr4, 
ki so prav tako del zarodne plazme (Doitsidou in sod., 2002; Köprunner in sod., 2001; 
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Weidinger in sod., 2003). V somatskih celicah se mRNA, ki jo kodirata gena vasa in nanos1, 
selektivno razgradi, dobro ohranjena nekodirajoča regija na 3' koncu (3'UTR), vključno z 
interakcijo s proteinoma Dnd-1 in Dazl, v PGC omogoča stabilnost transkripta in posledično 
njegovo translacijo (Wolke in sod., 2002; Saito in sod., 2007; Kedde in sod., 2007; Mishima 
in sod., 2006). Na oblikovanje zarodne plazme vpliva tudi gen buc (bucky ball), saj v primeru 
odsotnosti gena zarodna plazma ne agregira. Ob prekomerni ekspresiji gena buc v zarodku 
nastane večje število PGC, saj se razpršene komponente zarodne plazme učinkoviteje zberejo, 
kar vodi v nastanek dodatnih PGC (Bontems in sod., 2009). Zarodno plazmo sestavljajo tudi 
piwi proteini, ki interagirajo s piRNA in omogočajo signalni mehanizem, ki je ključen za 
delitev in ohranjanje zarodnih celic, saj zarodki z mutacijo v genih piwi izgubijo PGC, kar je 
lahko posledica diferenciacije celic brez predhodne samoobnovitvene delitve (Cox in sod., 
1998). Piwi proteini prav tako ohranjajo PGC z zagotavljanjem njihove mitotske aktivnosti. 
V primeru padca aktivnosti piwi proteinov nastopi apoptoza PGC v zgodnjem embrionalnem 
razvoju (Houwing in sod., 2007). 
 
Pri ribah PGC tekom embrionalnega razvoja migrirajo od mesta njihovega nastanka do 
genitalnega grebena, iz katerega se formirajo gonade. Migracijski vzorci se med vrstami rib 
razlikujejo zaradi razvojnih specifik, velikosti in oblike jajčne celice (Raz. 2004). Smer 
migracije določajo somatske celice, ki z izločanjem kemokina SDF-1 v okolju vzpostavijo 
koncentracijski gradient vzdolž migracijske poti do mesta v zarodku, kjer bodo kasneje 
nastale gonade. Kemokin privlači PGC, ki na celični površini izražajo SDF-1 receptor 
CXCR4b (Knaut in Schier, 2008). Pomembno vlogo pri pravilnem poteku migracije PGC ima 
tudi SDF-1 receptor CXCR7, ki ga izražajo somatske celice. Ta nima vpliva na transkripcijo 
gena sdf-1a, ampak odstranjuje ligand iz okolja in s tem zniža njegovo koncentracijo, kar 
zaustavi migracijo PGC (Boldajipour in sod., 2008; Knaut in Schier, 2008). Richardson in 
Lehmann (2010) začetek migracije povezujeta z E-kadherinom, katerega izražanje uravnava 
Dnd protein, ki je sestavni del zarodne plazme. S kemokinom vodeno migracijo omogoči 
znižanje vsebnosti E-kadherina, kar oslabi medcelične stike med PGC in somatskimi 
celicami. S poskusi transplantacije so pokazali, da je mehanizem migracije PGC proti 
genitalnem grebenu medvrstno dobro ohranjen (Saito in sod., 2010). 
 
Okutsu in sodelavci (2006) so s pomočjo transplantacije dokazali, da je vrsta spolnih celic 
organizma odvisna od prejemnika PGC, saj totipotentnost PGC omogoča diferenciacijo tako v 
spermije kot v jajčeca. Spolna diferenciacija zarodnih celic poteče šele po kolonizaciji gonad, 
pred začetkom mejoze (Suzuki in Saga, 2008). Celice zarodne linije svojo totipotentnost 
ohranjajo kljub ciklom delitev in diferenciacije, kar jih v primerjavi s somatskimi celicami, ki 
po določenem številu mitotskih delitev propadejo, naredi »nesmrtne«. Ta lastnost 
reprodukcijskim celicam omogoča genetsko povezavo med generacijami, saj pri posameznem 
osebku spolne celice nastajajo tekom večjega dela življenja po dosegu spolne zrelosti (Braat 
in sod., 1999). 
2.2 GAMETOGENEZA 
Gametogeneza je proces nastanka haploidnih gamet. Izraz združuje spermatogenezo in 
oogenezo, ki potekata v gonadah moških oziroma ženskih osebkov. Gonade vretenčarjev se iz 
genitalnega grebena razvijejo tekom embriogeneze. Sestavljajo jih somatske celice in izvorne 
zarodne celice. PGC pri spolni diferenciaciji postanejo spermatogoniji in oogoniji, s skupnim 
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imenom gametogoniji, ki predstavljajo zarodne matične celice, katerih lastnost je 
samoobnavljanje in razvoj v gamete (Lubzenz in sod., 2010). Spermatogoniji se v testisih 
namnožijo in diferencirajo do končne oblike – spermiji (spermatozoja), oogoniji v ovarijih pa 
do jajčeca (ovum) (Schulz in sod., 2010; Lubzens in sod., 2010). 
2.2.1 Oogeneza 
Zrelo jajčece je končni produkt rasti in diferenciacije oogonija. Zorjenje oocite poteka v 
ovarijih, kjer ga uravnavata gonadotropina luteinizirajoči in folikel stimulirajoči hormon. 
Večina gojenih rib odlaga veliko število jajčec (iker), saj se razmnožuje z zunanjim 
oplojevanjem (Lubenz in sod., 2010). Glede na razvoj ovarijev in oocit ločimo tri tipe 
oogeneze. Prvi je sinhron tip razvoja, kjer vse oocite dozorijo in ovulirajo hkrati, brez 
medsebojnega dopolnjevanja z oocitami v drugih fazah razvoja. Pri drugem tipu sta hkrati 
prisotni vsaj dve populaciji oocit, ki ena drugi sledita v fazah razvoja. Tretji je asinhron tip 
razvoja, pri katerem so prisotne oocite v vseh fazah, vendar nobena izmed populacij ni 
dominantna. Z razvojem oocit sovpada tudi vzorec drstenja, ki pri sinhronem tipu poteka 
enkratno oziroma v kratkem časovnem okviru, pri asinhronem pa ribe zrela jajčeca odlagajo v 
več serijah tekom obdobja drstenja (Wallace in Selman, 1981; Lubenz in sod., 2010). 
 
Glavni koraki poteka oogeneze so oblikovanje zarodnih matičnih celic (PGC), transformacija 
PGC v oogonije (spolna diferenciacija), transformacija oogonijev v oocite z začetkom 
mejoze, rast oocit med zaustavitvijo mejoze (vitelogeneza), nadaljevanje mejoze 
(dozorevanje) in izločanje jajčec med ovulacijo (Patiño in Sullivan, 2002). PGC se oblikujejo 
z asimetrično delitvijo celic v zgodnji embriogenezi. Tekom migracije ohranjajo spolno 
bipotentnost, ob kolonizaciji gonad pa spolno diferencirajo v oogonije. Oogoniji po mitotski 
delitvi skupaj z granuloznimi celicami oblikujejo oogonijsko gnezdo. Povišana raven 
gonadotropinov uravnava delovanje signalnih molekul, ki neposredno vplivajo na delitev 
oogonijev in sprožijo začetek prve mejotske delitve, pri kateri nastane primarna oocita. 
Tekom vitelogeneze se v oociti poleg zaloge hranil, potrebne pri razvoju zarodka po 
oploditvi, akumulira tudi maternalna RNA, ki kasneje sestavlja zarodno plazmo. Primarna 
oocita po končani mejozi dozori v sekundarno oocito. Zadnja faza oogeneze je ovulacija, kjer 
se dozorela sekundarna oocita izloči iz folikla v obliki jajčeca (Lubenz in sod., 2002; Selman 
in sod., 1993). 
2.2.2 Spermatogeneza 
Spermatogeneza poteka v testisih, kjer iz relativno majhnega števila PGC dnevno nastane na 
milijone spermijev (Lacerda in sod., 2014). Diferenciacija zarodnih celic poteka v treh fazah. 
Prva je spermatogonska faza, kjer z mitozo iz PGC nastane več tipov spermatogonijev. 
Naslednja je spermatocitna faza, v kateri iz spermatogonija v prvi mejozi nastane primarna 
spermatocita, v drugi mejozi pa sekundarna spermatocita. Kot zadnja nastopi spermiogena 
faza, kjer spermatide brez nadaljnjih delitev dokončno diferencirajo v spermije, ki razvijejo 
biček. Pri spermatogenezi sodelujejo Sertolijeve celice, ki so edine somatske celice v stiku z 
zarodnimi celicami in skrbijo za njihovo preživetje, razvoj ter pravilno fiziološko delovanje, z 
izločanjem ekstracelularne tekočine pa zagotavljajo ustrezno okolje. Vsak spermatogonij in 
njemu lastne Sertolijeve celice oblikujejo strukturo, ki jo imenujemo spermatocista, kjer 
delitev in diferenciacija spermatogonija potekata sinhrono ter klonalno. Vsi spermiji, ki 
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nastanejo v eni spermatocisti so potomci enega samega spermatogonija (Schulz in sod., 
2010). 
 
Spermatogonije delimo na tip A in B, znotraj tipa A pa jih ločimo še na diferencirane in 
nediferencirane. Nediferencirani spermatogoniji tipa A imajo dokazan potencial 
samoobnavljanja in diferenciacije v spermije in jih lahko ovrednotimo kot zarodne matične 
celice. Spermatogoniji tipa A zato veljajo za najbolj ustrezne zarodne celice za uporabo pri 
transplantaciji (Lacerda in sod., 2012; Schulz in sod., 2010). 
2.3 IN VITRO KULTURE CELIC 
In vitro gojenje celic je proces ohranjanja normalnih fenotipskih lastnosti celične populacije 
ali tkiva za daljše obdobje pri fiziološki temperaturi in v ex vivo vzpostavljenem nativnem 
okolju. Ob vzpostavljanju celične in vitro kulture je potrebno zagotoviti ustrezno okolje, 
topne faktorje, proteine ekstracelularnega matriksa in celične interakcije, saj ti dejavniki 
vplivajo na delitev celic. Pri in vitro gojenju lahko natančno nadzorujemo in manipuliramo 
okolje celic, s čimer je zmanjšana variabilnost pri poskusu. To nam omogoči razvoj dobro 
karakteriziranih, homogenih celičnih linij, ki jo lahko ohranjamo nekaj generacij (primarna 
celična linija) ali neskončno dolgo (trajna ali transformirana celična linija) (Acker, 2006). 
 
Za vzpostavitev kulture celic je potrebno izbrati ustrezen substrat, ki omogoča pritrjevanje in 
rast celic. Pomembna je sestava gojišča, saj mora vsebovati vsa potrebna hranila in rastne 
faktorje za rast in delitev celic. Osnovnemu mediju se pogosto doda serum, ki je vir 
sistemskih komponent kot so hranila, hormoni, rastni faktorji in inhibitorji proteaz. Dodatek 
seruma zagotavlja homeostazo celic, vendar je obenem potencialen vir kontaminacij in 
toksinov. Za doseganje popolnega nadzora nad okoljem celic in ponovljivosti poskusov se 
zaradi variabilnosti sestave poskušamo izogniti dodatku seruma oziroma le tega nadomestiti z 
njegovimi posameznimi komponentami znane koncentracije. Zagotoviti moramo tudi ustrezne 
rastne pogoje, in sicer optimalen pH ohranjamo s puferskim sistemom, vsebnost kisika in 
temperaturo pa uravnavamo z nastavitvami na inkubatorju (Freshney, 2016; Acker, 2006). 
2.3.1 In vitro kulture gametogonijev 
Majhno število spermatogonijev v testisih in oogonijev v ovarijih onemogoča množično 
uporabo le teh za različne biotehnološke namene, zato je ključnega pomena vzpostavitev 
celične kulture in vitro, kjer se celice namnožijo pred nadaljnjo uporabo. Dolgoročno gojenje 
je oteženo zaradi zahtevnosti ohranjanja celičnih, molekularnih in funkcionalnih karakteristik 
zarodnih celic, stroškov vzdrževanja celic in preprečevanja kontaminacij (Poursaeid in sod., 
2020). 
 
Do sedaj je bilo vzpostavljenih že več in vitro celičnih kultur pri ribjih vrstah medaka 
(Oryzias Latipes), rohu (Labeo rohita), navadna cebrica (Danio rerio), Nilska tilapija 
(Oreochromis niloticus), kečiga (Acipenser ruthenus), lipan (Thymallus thymallus), šarenka 
(Oncorhynchus mykiss), kaspijska postrv (Salmo caspius) in potočna postrv (Salmo trutta). 
Raziskovalci so med vzpostavitvijo celičnih kultur prišli do različnih pomembnih ugotovitev. 
Hong in sodelavci (2004) so v gojišče dodali ekstrakt zarodkov, ki spodbuja mitotske delitve 
spermatogonijev. Shikina in sodelavci (2008) so dosegli obogatitev populacije 
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spermatogonijev z metodo diferencialnega presajanja celic. Shikina in Yoshizaki (2010) sta 
obogatila osnovno gojišče z dodatkom različnih rastnih faktorjev in s tem dosegla večjo 
preživetje in mitotsko aktivnost spermatogonijev. Panda in sodelavci (2011) so uspeli očistiti 
populacijo spermatogonijev in jih gojiti dva meseca, tekom gojenja je del celic, ki so se delile, 
ohranilo nediferenciranost, ostale pa so nadaljevale z razvojem vse do nastanka spermijev. 
Kawasaki in sodelavci (2012) so ugotovili, da ima dodatek sesalskih rastnih faktorjev ugoden 
učinek na rast spermatogonijev. Férnandez-Díez in sodelavci (2012) so dosegli naselitev 
zarodnih celic v genitalni greben po transplantaciji spermatogonijev v osebke iste vrste. Lujić 
in sodelavci (2018) so uspešno izvedli ksenotransplantacijo spermatogonijev in oogonijev v 
vrsto rib iz drugega rodu, hkrati pa so dokazali spolno plastičnost gametogonijev, ki se po 
transplantaciji lahko razvijejo v obe vrsti gamet. 
2.4 MOŽNOSTI UPORABE ZARODNIH CELIC PRI RIBAH 
V zarodnih celicah raziskovalci vidijo velik biotehnološki potencial. Njihova zmožnost 
produkcije haploidnih gamet, ki ob uspešni oploditvi postanejo novi organizmi, jim daje velik 
spekter možne uporabe. 
2.4.1 Transplantacija in ksenotransplantacija 
Transplantacija je prenos zarodnih celic med osebki iste vrste rib. Je najpogostejša uporaba 
zarodnih celic, za katero so primerne tako PGC kot spermatogoniji in oogoniji (Okutsu in 
sod., 2007; Yoshizaki in sod., 2011). Transplantacija je metoda, s katero iz izbranega osebka 
izoliramo zarodne celice in jih nato vstavimo v zgodnji zarodek ali gonade odrasle ribe. 
Zarodne celice se v prejemniku razvijejo do zrelih spermijev ali jajčec. V primeru, da je 
prejemnik predhodno sterilen, bo proizvajal le gamete darovalca gametogonijskih celic, v 
nasprotnem primeru pa je prejemnik himera, ki proizvaja tako svoje kot tuje gamete. 
Za transplantacijo lahko uporabimo tudi predhodno krioprezervirane celice (Lujić in sod., 
2018; Fernández-Díez in sod., 2012). Ksenotransplantacija je tip transplantacije, kjer zarodne 
celice osebka ene vrste vstavimo v osebek druge, sorodne vrste. Že vnos ene PGC je zadosti 
za pridobivanje medvrstne himere zarodne linije (Lacerda in sod., 2012). Tako transplantacija 
kot ksenotransplantacija sta uspešni metodi za razmnoževanje rib z dolgim generacijskim 
časom, okrnjeno reprodukcijo, z nizkim številom spermijev ali jajčec in nesinhrono 
produkcijo gamet (Robles in sod., 2017; Shikina in Yoshizaki, 2010). 
2.4.2 Krioprezervacija 
Krioprezervacija je metoda zamrzovanja celic z namenom dolgoročnega shranjevanja. 
Izoliranim celicam se doda krioprotektant za uravnavanje prehoda vode iz celice in 
preprečitev tvorbe kristalov, ki bi lahko poškodovali celice. Do sedaj je bila pri ribah uspešna 
le krioprezervacija sperme, saj sta jajčna celica in zarodek prevelika, imata nizko prepustnost 
membrane ter sta preobčutljiva na zmrzovanje (Asturiano in sod., 2017). Krioprezervacija 
sperme ne omogoča shranjevanja ženskega genoma, vključno z mitohondrijsko DNK, kar 
lahko dosežemo s krioprezervacijo zarodnih celic (Yoshizaki in Lee, 2018). Saito in sodelavci 
(2010) so s transplantacijo odtajanih celic dokazali ohranjenost mehanizma migracije in 
kolonizacije zarodnih celic, kar nakazuje, da so tako gametogoniji kot PGC najprimernejši za 
krioprezerviranje. Pri krioprezervaciji celice utrpijo osmotske spremembe, dehidracijo, 
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spremembo velikosti in oblikovanje kristalov ledu, zato je v razvoju optimizacija protokola, 
pri katerem bi bile poškodbe celic zaradi zmrzovanja minimalne. Toksičnost krioprezervanta 
in njegova visoka koncentracija bi prejemniku ob transplantaciji celic lahko škodila, zato je 
krioprotektant po odtajevanju potrebno odstraniti (Asturiano in sod., 2017; Acker, 2006). 
Krioprezervacija zarodnih celic ima ključno vlogo pri hranjenju genetskega materiala v 
genskih bankah za ohranjanje biodiverzitete in obnavljanje ogroženih vrst rib (Van der Walt 
in sod., 1993; Martínez-Páramo, 2016). Možnost za shranjevanje diploidnega genoma rib je 
krioprezervacija blastomer, ki so manj občutljive na toksičnost krioprotektantov. 
Po transplantaciji je sicer dosežena kolonizacija gonad, vendar je prispevek blastomer k 
zarodni liniji majhen (Robles in sod. 2017; Lin in sod., 1992). 
2.4.3 Transfekcija 
Vzpostavitev in vitro celične kulture zarodnih celic predstavlja enostaven pristop k 
pridobivanju transgenih organizmov. Transfekcija je vnos fragmentov nukleinskih kislin v 
genom evkariontske celice. Željeni tuji gen lahko v dedni zapis spermatogonijev in oogonijev 
vnesemo mehansko, kemijsko ali s pomočjo virusov. Najpogostejše metode vnosa genov, ki 
ne vključujejo virusov, so mikroinjiciranje, biolistika, sonoporoacija, lipofekcija, prenos s 
kationskimi polimeri in precipitacija s kalcijevim fosfatom. Za transfekcijo z virusi sta 
najprimernejša lentivirus in adenovirus. S selekcijo izoliramo le uspešno transfecirane celice 
in jih uporabimo za transplantacijo. V osebkih, ki ob transplantaciji prejmejo gensko 
modificirane spermatogonije ali oogonije, poteče dokončna diferenciacija do funkcionalnih 
gamet. Ob uspešni oploditvi in z nadaljnjim razvojem pridobimo transgene organizme 
(Tonelli in sod., 2017; Do Minh in sod., 2019). 
2.4.4 Hipotermično shranjevanje 
Shranjevanje celic v hipotermičnih pogojih pomeni shranjevanje pri temperaturi, ki je nižja od 
fiziološke, vendar višja od temperature zmrzišča shranjevalnega medija. Z ohlajevanjem se 
inhibira metabolne procese, saj so kemijske reakcije odvisne od temperature. Z ustrezno 
hitrostjo ohlajevanja in segrevanja lahko zmanjšamo poškodbe celic, ki pri tem nastanejo 
(Acker, 2006). Pri hipotermičnem shranjevanju je preživetje celic visoko, zato lahko s 
kratkotrajnim shranjevanjem na ta način nadomestimo krioprezervacijo. Hipotermično 
shranjevanje zarodnih celic je idealno v primeru, ko je pridobivanje celic terensko in ni 
mogoča shramba na tekočem dušiku ali takojšnja nadaljnja uporaba. Prav tako omogoča 
zbiranje zarodnih celic iz različnih reprodukcijskih obdobij za kasnejšo hkratno 
transplantacijo (Falahatkar in sod., 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Za poskus, smo žrtvovali štiri moške in šest ženskih mladic potočne postrvi (Salmo trutta). 
Mladice še niso spolno zrele, zato so v gonadah prevladovali gametogoniji in ni prisotnih 
zrelih spermijev in jajčec. Potek dela je prikazan na sliki 1, v preglednici 1 pa so zbrane vse 
uporabljene kemikalije in razopine. Pred odvzemom gonad smo ribe evtanazirali s 
prekomernim odmerkom sedativa Tricaine-S. Testise in ovarije smo sprali z etanolom in pred 
nadaljnjo uporabo očistili večje žilice ter vezivno tkivo. 
 
Rokovanje s poskusnimi živalmi je potekalo v skladu z nacionalnimi zahtevami in sklepom 
U34401-60/2013/4, ki ga je sprejelo Ministrstvo za kmetijstvo in okolje za izvedbo 
raziskovalnih dejavnosti na ribjih tkivih. 
 
 
Slika 1: Shema poteka dela 
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Preglednica 1: Uporabljene kemikalije in raztopine 
KEMIKALIJA/RAZTOPINA PROIZVAJALEC 
Tricaine-S (MS-222) Western Chemical 
L-15 medij (Leibovitz) Sigma-Aldrich 
FBS – zarodni goveji serum Sigma-Aldrich 
Kolagenaza Sigma-Aldrich 
DNaza Zymo research 
BSA – goveji serumski albumin Serva 
Histopaque®-1077 Sigma-Aldrich 
Tripan modro Sigma-Aldrich 
HEPES pufer Sigma-Aldrich 
Antibiotik in antimikotik Sigma-Aldrich 
Neesencialne aminokisline 
 (L-asparaginska kislina, L-cistein, L-prolin, L-glutaminska kislina) 
Sigma-Aldrich 
Adenozin Sigma-Aldrich 
Ribji serum GenWay Biotech 
Askorbinska kislina Sigma-Aldrich 
Inzulin Sigma-Aldrich 
hbFGF – človeški osnovni fibroblastni rastni faktor Sigma-Aldrich 
Želatina Bio-Rad 
EdU – 5-etil-2'-deoksiuridin Invitrogen 
Alexa Fluor® Invitrogen 
Formaldehid Merck 
PBS – fosfatna puferska raztopina Biotehniška fakulteta 
Triton® X-100 Sigma-Aldrich 
3.2 ENCIMSKA RAZGRADNJA 
V ločene mikrocentrifugirke smo pripravili 450 μL L-15 medija z 10 % FBS, 50 μL 
kolagenaze s koncentracijo 20 mg/mL (končna koncentracija 2 mg/mL) ter 10 μL DNaze. 
Dodali smo izolirane testise in ovarije ter jih mehansko razrezali na majhne koščke. Encimska 
razgradnja je potekala 1–1,5 ure za ovarije in 1,5–2 uri za testise na mešalcu pri sobni 
temperaturi. 
 
Delovanje encimov smo zaustavili z dodatkom 400 μL L-15 medija in 100 μL 15 % BSA. 
Suspenzijo razgrajenih testisov in ovarijev smo filtrirali skozi najlonsko mrežo (velikost por  
42 μm), da smo odstranili večje skupke celic. Filtrat smo nato centrifugirali 10 minut pri 
200×g, odstranili smo supernatant, pelet s celicami pa resuspendirali v L-15 mediju. 
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3.3 ČIŠČENJE CELIC 
Vzpostavitev in vitro kulture spermatogonijev in oogonijev je uspešnejša, kadar je prisotnih 
čim manj somatskih celic (Shikina in Yoshizaki, 2010). Pri encimski razgradnji testisov in 
ovarijev dobimo suspenzijo zarodnih celic v kombinaciji s somatskimi celicami. Somatske 
celice v večini odstranimo z gradientnim centrifugiranjem in diferencialnim presajanjem celic. 
3.3.1 Gradientno centrifugiranje s Histopaque®-1077 
V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 6 mL Histopaque®-1077, ki je prozoren. Celice po 
encimski razgradnji, resuspendirane v 1,5 mL L-15 medija, smo nadplastili v centrifugirko. 
Suspenzija je obarvana nežno roza. Pipetirali smo po kapljicah ob robu centrifugirke, da se 
plasti ne mešata med seboj in se ustvari razločna meja. 
 
Centrifugirali smo 22 minut pri 2400 rpm. S pipetiranjem smo odvzeli plast celic, ki se je 
zaustavila na meji med L-15 medijem in Histopaque®-1077. Histopaque®-1077 smo od celic 
ločili z dvakratnim spiranjem z L-15 medijem. Število celic je bilo mikroskopsko določeno z 
uporabo barvila tripan modro in Bürker-Türkovo komoro za štetje celic. 
3.3.2 Diferencialno presajanje celic 
Po spiranju z L-15 smo polovico spermatogonijev in oogonijev resuspendirali v osnovno 
gojišče, ki je sestavljeno iz L-15 medija obogatenega s 25 mM HEPES, 5 % antibiotikom in 
antimikotikom ter 10 % FBS. Drugo polovico smo resuspendirali v obogateno gojišče, ki je 
osnovno gojišče z dodanimi 0,5 % BSA, neesencialnimi aminokislinami (100x založna 
raztopina; 10 μL/mL gojišča), 200 μM adenozinom, 0,25 % ribjim serumom, 50 μM 
askorbinsko kislino, 25 μg/mL inzulinom in 1 ng/mL hbFGF. Obe paralelki celic smo nasadili 
v koncentraciji 0,6–1 x 104 celic/cm2 v 48-well ploščo prekrito z 0,1 % želatino (Shikina in 
Yoshizaki, 2010). Celice smo gojili pri 10 °C. Diferencialno presajanje celic je tehnika, ki 
temelji na razlikah v času pritrjevanja na podlago pri različnih tipih celic. V kratkem času 
gojenja se diferencirane in somatske celice trdno pritrdijo na podlago, spermatogoniji in 
oogoniji prosto plavajo ali se nežno pritrdijo na podlago. S previdnim pipetiranjem smo 
celice, ki se niso pritrdile, presadili v nove luknjice na 48-well plošči. Po daljšem času gojenja 
se tudi spermatogoniji in oogoniji pritrdijo na podlago (Poursaeid in sod., 2020; Shikina in 
sod., 2008). 
3.4 UGOTAVLJANJE CELIČNE DELITVE 
Najboljša metoda preverjanja mitotske delitve celic je meritev sinteze DNK. Uporabili smo 
Click.iT® EdU Imaging Kit (Invitrogen), ki temelji na izpopolnjeni metodi detekcije 
deoksinukleozidnega analoga bromo-deoksiuridina (BrdU) s protitelesi. Kit vsebuje EdU, 
nukleozidni analog timidina, ki se vgradi v DNK tekom aktivne DNK sinteze. Detekcija 
temelji na 'klik' reakciji, katalizirani z bakrom, pri kateri se vzpostavi kovalentna vez med 
azidom, ki ga v našem primeru vsebuje EdU in alkinom, ki ga vsebuje Alexa Fluor® barvilo. 
Prednost Click-iT® označevanja so takojšnji rezultati, saj majhna velikost azida v barvilu 
omogoča učinkovito detekcijo vgrajenega EdU v blagih pogojih. Standardna fiksacija na 
osnovi aldehida in permabilizacija z detergentom sta dovolj za dostop Click-iT® reagenta do 
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DNK (zato ni potrebna denaturacija DNK, ki omogoči dostop protiteles pri detekciji z BrdU). 
Kit za EdU analizo je kompatibilen z drugimi barvanji DNK za analizo celičnega cikla in 
vsebuje vse komponente, potrebne za označevanje in detekcijo inkorporiranega EdU 
(ThermoFisher, 2011). 
 
Natančno smo sledili navodilom, ki so priložena Click-iT® EdU Imaging Kits. Glavni koraki 
so bili naslednji: inkubacija celic z EdU, fiksacija s 3,7 % formaldehidom v PBS in 
permabilizacija celic z 0,5 % Triton® X-100 v PBS, ki ji sledi detekcija EdU (reakcija z 
Alexa Fluor®). Pri našem poskusu smo celice z EdU inkubirali 48 ur in jih opazovali pod 
invertnim mikroskopom (Nikon Eclipse, TE-2000U) s fluorescenco pri eksitacijskem 
maksimumu 495 nm in emisijskem maksimumu 519 nm. 
4 REZULTATI 
4.1 GRADIENTNO CENTRIFUGIRANJE S HISTOPAQUE®-1077 
S centrifugiranjem smo iz suspenzije spermatogonijev in oogonijev odstranili del prisotnih 
somatskih celic. Bolj čisto populacijo željenih celic smo pridobili predvsem na račun krvnih 
celic, kar je dobro razvidno na sliki 2. Celice smo pred mikroskopiranjem obarvali z barvilom 
tripan modro. Na sliki 2a je s črno puščico označen eritrocit, z belo puščico pa spermatogonij. 
 
Slika 2: Celična suspenzija pred (a) in po (b) gradientnem centrifugiranju. Velikost merila: 100 μm 
Z belo pušćico je označen spermatogonij, s črno puščico pa eritrocit. 
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4.2 ŠTETJE CELIC 
Po encimski razgradnji in centrifugiranjem s Histopaque®-1077 smo celice obarvali z 
barvilom tripan modro, celice nanesli na števno komoro in jih prešteli. Iz štirih moških 
potočnih postrvi smo izolirali 1,67 x 106 spermatogonijev (slika 3b), iz šestih ženskih pa  
5,50 x 105 oogonijev (slika 3a). 
 
Slika 3: Celična suspenzija očiščenih oogonijev (a) in spermatogonijev (b). Velikost merila: 100 μm 
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4.3 IZBIRA GOJIŠČA 
Spermatogonije in oogonije smo nasadili tako na osnovno kot obogateno gojišče. Po 2 dneh 
gojenja je bilo mogoče opaziti, da je gostota celic v obogatenem gojišču (slika 4b) večja v 
primerjavi z gostoto celic v osnovnem gojišču (slika 4a). 
 
Slika 4: Celična kultura spermatogonijev v osnovnem gojišču (a) in obogatenem gojišču (b). Velikost merila: 
100 μm 
4.4 DIFERENCIALNO PRESAJANJE CELIC 
Z nežnim pipetiranjem smo po dveh dneh gojenja v nove luknjice na 48-well plošči prestavili 
celice, ki so bile suspendirane ali nežno pritrjene na podlago. Takoj po presaditvi v novih 
luknjicah poleg spermatogonijev in oogonijev nismo opazili drugih celic. S presaditvijo je 
bilo izgubljenih nekaj spermatogonijev in oogonijev, ki so ostali v začetni luknjici na plošči. 
4.5 UGOTAVLJANJE CELIČNE DELITVE 
Po 14 dneh gojenja smo v gojišče dodali EdU, po dodatnih 2 dneh gojenja smo celice najprej 
slikali (slika 5a), nato fiksirali in izvedli reakcijo z barvilom Alexa Fluor®. Z mikroskopom 
smo opazovali fluorescenco. Fluorescirale so vse celice (na sliki 5b so obarvane zeleno), ki so 
tekom dvodnevnega gojenja integrirale EdU v svojo DNK. Opazili smo spremembo v obliki 
celic, ki je nastala tekom fiksacije. 
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Slika 5: Celična kultura spermatogonijev pred detekcijo EdU (a) in po detekciji EdU (b). Velikost merila: 100 
μm (a) in 50 μm (b) 
5 DISKUSIJA 
Z metodo detekcije v DNK vgrajenega EdU smo dokazali, da se predhodno očiščeni 
spermatogoniji potočne postrvi pri gojenju v celični kulturi delijo. Prikazani so le rezultati 
uspešno vzpostavljene celične kulture spermatogonijev, saj zaradi nizkega števila izoliranih 
oogonijev njihova celična kultura ni uspela. 
 
Po končani izolaciji smo gametogonije prešteli in opazili očitno razliko v njihovem številu. 
Upoštevajoč, da smo za poskus uporabili manjše število moških osebkov, je bilo končno 
število izoliranih spermatogonijev štirikrat večje od števila oogonijev. Zaradi pomanjkanja 
poskusov izvedenih z oogoniji, ne moremo ovrednotiti razlike v številu izoliranih oogonijev 
in spermatogonijev. Za natančnejšo oceno, bi bilo potrebno gonade pred izolacijo celic 
stehtati. 
 
Gradientno centrifugiranje temelji na razliki v gostoti celic. Z uporabo raztopine, ki se z 
medijem v katerem so celice suspendirane ne meša, ustvarimo dve plasti. Po centrifugiranju 
se celice razporedijo med raztopini glede na njihovo gostoto (Fernandes in sod., 2013). 
V našem primeru so eritrociti gostejši tako od L-15 medija kot od Histopaque®-1077, zato se 
ustvari pelet na dnu centrifugirke. Gametogoniji in ostale enojedrne celice imajo gostoto višjo 
od L-15 medija, v katerem so bile suspendirane, in nižjo od Histopaque®-1077, zato se med 
centrifugiranjem zaustavijo na meji med raztopinama, kar omogoči enostavno ločitev celic. 
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Z uporabo te metode smo iz primarne kulture gametogonijev odstranili krvne celice ostankov 
žilic, ki so gonade oskrbovale s krvjo. Metoda gradientnega centrifugiranja se uporablja 
predvsem za ločevanje celičnih tipov v krvi, vendar se je v našem primeru izkazala zelo 
uspešno za obogatitev populacije spermatognijev in oogonijev. 
 
Shikina in Yoshizaki (2010) sta v študiji na spermatogonijih šarenke (Oncorhynchus mykiss) 
preverjala vpliv različnih dodatkov v osnovno gojišče na rast in delitev v celični kulturi. 
Dodatek BSA, adenozina in seruma postrvi v osnovno gojišče poveča preživetje 
spermatogonijev in oogonijev v celični kulturi, kar omogoča daljše gojenje celic. Inzulin in 
bFGF spodbujata celične delitve, zato je zaradi večjega števila celic bolj uspešna 
transformacija ali katera izmed drugih uporab spermatogonijev in oogonijev. Da dodatek vseh 
naštetih komponent bogatega gojišča ugodno vpliva na rast in delitve celic, dokazujejo tudi 
naši rezultati, saj je v bogatem gojišču že po dveh dneh gojenja opaziti povečano število 
gametogonijev, v primerjavi s tistimi, ki smo jih gojili v osnovnem gojišču. Glavni cilj 
vzpostavitve celične kulture je porast števila celic, zato je dodatek snovi, ki spodbujajo 
mitotske delitve zaželen, hkrati pa želimo minimizirati količino dodatkov, saj dolgoročno 
gojenje lahko postane velik strošek. 
 
Diferencialno presajanje celic se je pri podobnih predhodnih poskusih izkazalo kot učinkovita 
metoda za odstranitev somatskih celic in s tem obogatitev kulture gametogonijev. Férnandez-
Díez in sodelavci (2012) so celice presadili po 3 urah, kar ni privedlo do sprememb v deležu 
spermatogonijev v celični kulturi in vsebnosti somatskih celic. Shikina in sodelavci (2008) so 
celice inkubirali trikrat po 30-40 ur in dosegli več kot 95 % čistost kulture spermatogonijev. 
Pri našem poskusu smo se odločili pred presaditvijo spermatogonije in oogonije gojiti dva 
dni. Večina somatskih celic se je v tem času že tesno prijela na podlago, zato smo s prenosom 
suspendiranih celic v nove luknjice dosegli praktično čisto kulturo spermatogonijev in 
oogonijev. Čeprav smo bili pri pipetiranju natančni in previdni, je po presajanju nekaj 
spermatogonijev in oogonijev ostalo v prvotnih luknjicah na 48-well plošči, saj so se prijeli na 
podlago. 
 
Pri večini dosedanjih študij vzpostavitve celične kulture spermatogonijev, so za preverjanje 
celičnih delitev uporabili imunodetekcijo BrdU z monoklonskimi protitelesi (Poursaeid in 
sod., 2020; Kawasaki in sod., 2012; Shikina in Yoshizaki, 2010). Pri naši raziskavi smo se 
odločili za uporabo Click.iT® EdU Imaging Kit, saj je v primerjavi z BrdU enostavnejša, 
vendar zanesljiva metoda preverjanja celičnih delitev. Celice imajo v svoji DNK vgrajen 
EdU, če so se tekom dvodnevne inkubacije delile ali v pripravi na delitev le podvojile DNK. 
Po fiksaciji in reakciji z barvilom so te celice fluorescirale. Ning in sodelavci (2013) trdijo, da 
EdU ni toksičen za celice in ne vpliva na njihovo diferenciacijo. Ocenili smo, da se je v dveh 
dneh gojenja po dodatku EdU delilo 40 % vseh spermatogonijev in oogonijev. Deleža celic, ki 
so se delile pred dodatkom EdU ne moremo oceniti. Razliko v obliki in velikosti celic lahko 
pripišemo celičnim delitvam, saj celice pred delitvijo zrastejo in se raztegnejo vzdolž nastanka 
delitvenega vretena (Cadart in sod., 2014). Kljub temu ne smemo zanemariti možnosti, da je 
spremenjena oblika spermatogonijev in oogonijev lahko posledica fiksacije celic s 
formaldehidom (Hobro in Smith, 2017). 
 
Svoje eksperimentalno delo bi lahko nadgradili z nadaljnjim poskusom, kjer bi optimizirali 
protokol za vzpostavitev celične kulture oogonijev. Hkrati bi preverili kako čas gojenja vpliva 
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na delitev celic in na ta način ugotovili, kako dolgo je možno vzdrževati celično kulturo 
spermatogonijev in oogonijev s konstantno rastjo števila celic, preden diferencirajo oziroma 
propadejo. Poskus bi nato dopolnili z optimizacijo protokola krioprezervacije namnoženih 
gametogonijev in kasnejšo transplantacijo. Veliko možnosti za izboljšave predstavlja tudi 
sestava gojišča za gojenje celic, saj bi poleg spreminjanja koncentracij do sedaj uporabljenih 
dodatkov osnovnemu mediju, lahko testirali dodatek novih snovi. Obetaven je dodatek 
vitaminov v gojišče, saj imajo vitamini vlogo kofaktorjev za encime, njihovo pomanjkanje pa 
lahko vodi v zmanjšano rast in produktivnost ter celo smrt celic.  
6 POVZETEK 
Zaradi prekomernega ribolova in poseganja človeka v naravo je povečana potreba po gojenju 
rib tako za namen prehrane ljudi kot ohranjanja biodiverzitete in nadzora populacij rib v 
naravi. Nesinhronizirana in nizka produkcija gamet ter dolga doba dozorevanja rib so le 
nekateri izmed razlogov za oteženo reprodukcijo in posledičen upad populacij v naravnem 
okolju. Z izolacijo zarodnih matičnih celic, ki jih uporabimo za transplantacijo, lahko na 
dokaj enostaven način zagotovimo hitro in učinkovito produkcijo ribjih gamet. Nizko število 
gametogonijev v gonadah nas vodi do vzpostavitve celične kulture, v kateri se celice 
namnožijo, kar poveča uspešnost transplantacije. Namnožene celice lahko za kasnejšo 
uporabo ali shranjevanja genetskega zapisa dolgotrajno hranimo s krioprezervacijo. 
 
Nastanek spermatogonijev in oogonijev je pogojen z nastankom PGC v zgodnjem 
embrionalnem razvoju. PGC tekom spolne diferenciacije postanejo spermatogoniji ali 
oogoniji, odvisno od tipa gonad, v katerih se razvijajo. Spermatogoniji in oogoniji 
predstavljajo temelj za razmnoževanje, saj s stalno produkcijo spermijev in jajčec zagotavljajo 
plodnost od dosega spolne zrelosti dalje tekom celotnega življenja. Za razliko od PGC, ki so 
prisotni le pri zarodkih, nam stalna prisotnost gametogonijev v organizmu omogoča njihovo 
izolacijo pri različno starih osebkih. 
 
Pokazali smo, da z gradientnim centrifugiranjem in diferencialnim presajanjem celic 
obogatimo populacijo spermatogonijev in oogonijev, izoliranih iz gonad, kar pripomore k 
uspešnem gojenju celične kulture. Tekom gojenja so se spermatogoniji in oogoniji delili, kar 
smo dokazali z detekcijo vgrajenega EdU. Dodatno bi lahko preverili izražanje gena vasa, s 
čimer bi ovrednotili ali so celice diferencirale tekom gojenja ali ohranile lastnosti zarodnih 
matičnih celic. Vzpostavitev in vitro celične kulture je osnova za bolj učinkovito 
transplantacijo in krioprezervacijo spermatogonijev in oogonijev. 
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